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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las lactonas son un grupo importante de compuestos que poseen una gran variedad de
propiedades biolégicas, citotdxicas y bactericidas.!"! Por tal motivo, resulta de interés,
tanto desde el punto de vista quimico como biol6gico, desarrollar métodos de sintesis de

lactonas que involucren menor nimero de pasos y con buenos rendimientos.

Los acetales de bis(trimetilsilil)cetena pueden actuar como nucleéfilos dobles para formar
lactonas funcionalizadas, por medio de una reaccion de adicibn a un doble enlace
activado, formando enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno. En la literatura se ha
reportado la sintesis de lactonas empleando los acetales de bis(trimetilsilil)cetena con
complejos organicos activados (acetatos alilicos en presencia de Pd(0)?! o compuestos

n°-arentricarbonilcromo').

En nuestro equipo de trabajo se ha realizado la sintesis de nuevas lactonas biciclicas
fusionadas empleando los acetales de bis(trimetilsilil)cetena y complejos
n°-tricarbonilcromo,™ funcionalizandolas mediante reacciones de Diles y Alder y formando
peroxolactonas, estas Ultimas mostraron resultados satisfactorios en pruebas de actividad

citotoxica en seis lineas celulares de cancer humano.

Ademas de los complejos de cromo, también se han preparado lactonas a partir de

heterociclos,”

que contienen uno o dos atomos de nitrogeno, con los acetales de
bis(trimetilsilil)cetena. En el caso de la piridina, una vez activada al ataque nucleofilico, se
obtiene el acido carboxilico correspondiente que se hace reaccionar con yodo para formar
la lactona. Sin embargo, cuando se activa la pirazina, ésta reacciona con el acetal de

bis(trimetilsilil)cetena formando la lactona, sin necesidad del uso de yodo.

En este trabajo se realiz6 la sintesis de nuevas lactonas policiclicas empleando
heterociclos con dos atomos de nitrégeno (pirazina y pirimidina), activados a un doble
ataque nucleofilico de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena. Las diazinas se activaron con
el anhidrido trifluorometasulfénico, ya que trabajos previos en nuestro laboratorio
mostraron que la presencia del grupo trifluorometansulfonilo contribuye a un aumento de
la actividad farmacolégica de los compuestos preparados y evaluados.®



OBJETIVOS

OBJETIVOS

Objetivo General:

Llevar a cabo la lactonizacion empleando acetales de bis(trimetilsilil)cetena y

diazinas (pirazina y pirimidina), activadas con anhidrido trifluorometansulfénico.

Objetivos Especificos:

Sintetizar y caracterizar los compuestos 2-metil-1,1-bis(trimetilsililoxi)propeno y
1,1-bis(trimetilsililoxi)ciclohexilideno a partir de los 4acidos carboxilicos
correspondientes.

Sintetizar y caracterizar los nuevos productos derivados de la adicion
nucleofilica durante la reaccion de acetales de bis(trimetilsilil)cetena con
diazinas (pirimidina y pirazina).

Evaluar la actividad citotoxica de algunos compuestos sintetizados en lineas
celulares de cancer humano: U251 (glia de sistema nervioso central), PC-3
(préstata), K562 (leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama) y SKLU-1
(pulmén).

Evaluar la actividad anti-inflamatoria de algunos compuestos sintetizados sobre
el edema inducido por TPA (13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol) en orejas
de ratones.



JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Se sabe que los acetales de bis(trimetilsilil)cetena actian como dinucledfilos formando
lactonas con las sales de los compuestos azaaromaticos (piridina, quinoxalina) y
diazaaromaticos (pirazina). Sin embargo, no hay reportes en la literatura sobre
reacciones con la pirazina y la pirimidina activadas con anhidrido
trifluorometansulfénico. Por tanto, se espera que estos compuestos, una vez activados,
se comporten de manera semejante pudiéndose preparar lactonas biciclicas.
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GENERALIDADES

1.1 LACTONAS

Las lactonas son ésteres ciclicos, formados cuando un grupo hidroxilo y carboxilo
estan presentes en la misma molécula. El tamano del anillo se indica con las letras
griegas B, v, 6, etc. De esta forma, cuando el anillo es de cinco miembros se denomina

y-lactona y cuando es de seis miembros §-lactona!” (Figura 1).

Figura 1. Estructura de la - y élactona.

Las lactonas de anillos pequerios tienen la conformacién cis mientras que las de anillos
de 8 y 9 miembros estan presentes como mezcla de ambos isbmeros cis y trans, las
lactonas de anillos de 10 y mayores tienen exclusivamente la conformacion trans

(Figura 2).

| (0]
oz

s-cis s-trans

Figura 2. Conformacion cisy trans de las lactonas.

En particular, las y-lactonas se encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza y
son piezas clave en la sintesis de productos naturales como alcaloides, antibiéticos,
feromonas y componentes de saborizantes.’®! Quimicamente son mas f4ciles de formar
y estables, esto se atribuye a que el anillo tiene una estructura cercana a la
planaridad,””’ permitiendo un mejor traslape de los orbitales p (Figura 3).

Figura 3. Traslape de los orbitales p de la ylactona.



GENERALIDADES

1.1.1 Importancia biolégica

Las lactonas constituyen un importante grupo de productos naturales que poseen
actividad citotéxica,®'” fitotéxica y antimicrobiana como en el caso de las a-metilen-y-

butirolactonas!" (Figura 4).

Citotoxicidad Fitotoxicidad Antibacterial

nmmQ

Vernolepina Xantatina Eremantina
Figura 4. Ejemplos de a-metilen-y-butirolactonas con antividad citotoéxica, fitotoxica y

antimicrobiana.

Las lactonas presentes en la naturaleza también son interesantes por su actividad
antibiética, por ejemplo el &cido penicilicol'y la eritromicinal'? (esta Gltima empleada
para el tratamiento de la bronquitis); en perfumeria se emplea la 15-pentadecanolida y
la mevalonolactona'” es un intermediario en la biosintesis de terpenos y esteroides
(Figura 5).

HaCO, OH

CaH; o o)

Acido penicilico
HC.  OH

0]

15-Pentadecanolida

0) @)

Eritromicina

Mevalonolactona

Figura 5. Ejemplos de lactonas presentes en la naturaleza.



GENERALIDADES

La vitamina C o acido ascérbico (Figura 6), presente en una gran variedad de frutas y
verduras, es una 7y-lactona necesaria para el ser humano y una de sus muchas

funciones es actuar como antioxidante.

OH

HO OH
Figura 6. Vitamina C.

1.1.2 Métodos generales de sintesis
1.1.2.1 Ciclizacion intramolecular de hidroxiacidos

Los y- y &-hidroxiacidos se lactonizan faciimente en medio acido; ademas, en algunos
casos pierden agua espontaneamente y forman la lactona (Esquema 1). Por este
método no es posible preparar B-lactonas partiendo de un B-hidroxiacido ya que en

lugar de lactonizarse el acido, ocurre la B-eliminacién dando como producto un &cido

a,B-insaturado."!
0
R ¥ B H o o) R
- oH T~ + HO
OH
OH 0 o o .
/K/B\)J\ il
—— + Hzo
R s OH
Y [

Esquema 1



GENERALIDADES

1.1.2.2 Ciclizacion intramolecular de acidos insaturados

A) Reacciones catalizadas por acidos

Los acidos carboxilicos con un doble enlace en la cadena hidrocarbonada en presencia
de un &cido fuerte experimentan una adicién intramolecular formando - o 8-lactonas!'

(Esquema 2).

CHs
HO N HCI conc. R>O§
(0]

R
R = CHa, Ph

Esquema 2

B) Halolactonizacion

La reaccién de los acidos B,y-insaturados y v,0-insaturados con el tratamiento de

l,/KI/NaHCOj; en solucién acuosa forman yodolactonas!'® '® (Esquema 3).
|
o
I,/KIINaHC O, o
OH S

Esquema 3



GENERALIDADES

Los 4cidos insaturados también puede lactonizarse usando N-bromosuccinimida
(Esquema 4), la reaccién recibe el nombre de bromolactonizacion.!"”!

HBoc o)

Sz

OH NBS Br

OH o) HO NHBoc

Esquema 4

1.1.2.3 Reacciones de oxidacion

A) A partir de cetonas ciclicas

Las cetonas ciclicas pueden oxidarse en presencia de un peracido a lactonas (reaccion
de Baeyer-Villiger), donde el carbono adyacente al grupo carbonilo se une a un dtomo
de oxigeno, las cetonas ciclicas asimétricas dan lugar a la formacién de dos productos.
En el Esquema 5 se encuentra el mecanismo de la reaccion de la ciclohexanona al

oxidarse en presencia de un peréacido a la e-caprolactona.l®

R
H
0 o 'l" (\OA o)
Q /\ oNQ H CO
0 | | Q
0
+H _— —_—
—
R 0

Esquema 5



GENERALIDADES

B) A partir de dioles

Una gran variedad de dioles pueden oxidarse a lactonas empleando permanganato de
potasio, di6xido de manganeso o acido crémico.l'® En el Esquema 6 el diol 3 se

convierte directamente a la lactona con un buen rendimiento por medio de este

método.!”!
Mn02
", 63% ",
Z 7
o)
OH
3
Esquema 6
1.2 DIAZINAS

1.2.1 Reactividad

Las diazinas son compuestos aromaticos cuyo anillo de seis miembros contiene dos
atomos de nitrégeno. Para nombrarlos se usa la terminologia de los compuestos de
benceno, orto (1,2-), meta (1,3-) o0 para (1,4-), pero cominmente se conocen por sus
nombres triviales, piridazina, pirimidina y pirazina.l'*® Las tres diazinas (Figura 7) son
estables, incoloras, solubles en agua y se comportan como bases débiles. Estos tres
heterociclos, a diferencia de la piridina, son caros y rara vez se usan como materias
primas para la sintesis de sus derivados.

4

4 4
N
5 N 3 5‘ NN 3 5‘ X 3
6 I/Nz 6 1)2 6 1 22
N N N

Figura 7. Estructura de la piridazina, la pirimidina y la pirazina.
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GENERALIDADES

Algunas propiedades de las diazinas se enlistan en la Tabla 1. Un aspecto llamativo de
las propiedades fisicas de las tres diazinas es que la piridazina tiene un alto punto de
ebullicién (207 °C), entre 80-90 °C mas alto que el de la pirimidina (124 °C) y la
pirazina (121 °C).
polarizabilidad del enlace N-N que da lugar a una asociacién dipolar en el liquido.

El alto punto de ebullicion de la piridazina se atribuye a la

Tabla 1. Propiedades de las diazinas.

Punto de Punto de pKb

fusion (°C) | ebullicién (°C)
Piridazina -6.4 207 2.33
Pirimidina 22.5 124 1.30
Pirazina 54 121 0.65

Los dos atomos de nitrégeno en las diazinas retiran mas densidad electrdnica en el
anillo aromatico que el atomo de nitrégeno en la piridina, por ello las diazinas no
sustituidas son mas resistentes a la sustitucién electrofilica que la piridina. Esta
deficiencia de densidad electrénica en los atomos de carbono hace a las diazinas mas
susceptibles de ataques nucleofilicos que las piridinas.!'*!

Generalmente, la adicién electrofilica tiene lugar Unicamente en uno de los atomos de
nitrégeno, debido a que la presencia de la carga positiva en los productos hace al
segundo atomo de nitrbgeno extremadamente no reactivo hacia la adicién de un
segundo electréfilo. En el Esquema 7 se muestra la reactividad tipica de las diazinas,
ejemplificada por la pirimidina.

sustitucion nucleof|I|ca o
aC=N,enC-4

Esquema 7
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GENERALIDADES

Aunque existe controversia sobre las mediciones cuantitativas de aromaticidad, los
resultados confirman que las diazinas estan menos estabilizadas por resonancia que
las piridinas, es decir son menos aromaticas. Por lo tanto, los tres sistemas llevan a
cabo adiciones de Diles y Alder, donde los heterociclos actian como dienos (Esquema
8).

EtO.C EtO,C EtO,C
| K\N 2 SN e ’ S
( | — — |
) \ " /
Et,N
Et,N y 2 Et,N
% Me Me
Me
Esquema 8

1.2.2 Importancia biolégica

La diazina de mayor importancia en la naturaleza estd representada en las bases
pirimidicas, uracilo, timina y citosina, constituyentes de los acidos nucléicos. Por ello,
se han desarrollado varios analogos de nucledsidos de pirimidina como agentes anti-
virales, por ejemplo la idoxuridina para el tratamiento de infecciones del ojo por Herpes,
la azidotimidina (AZT) es ampliamente usada como medicamento contra el SIDA; la
lamivudina (3-TC) para tratar la hepatitis B y el SIDA, y la estavudina (d4T) para el
tratamiento de la infeccion por VIH (Figura 8).

e) O

)
NH,
‘ NH K\N Me ‘ NH
HO N/KO HO N/j\o HO N/KO
(0] 0] (0]
= =X ¥

HO OH HO OH HO
Uridina Citidina Timidina

o] 0 NH, o)
Me

| | XN | NH
/Lo /}\o

N

H N HO
N e N T
S
/

HO N3
Idoxuridina AZT Lamivudina (3-TC) Estavudina (d4T)

NH NH

N

Figura 8. Ejemplos de pirimidinas.
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GENERALIDADES

El anillo de pirazina se encuentra en el acido aspergilico y la Cypridina hilgendorfii, que
es responsable de la quimioluminiscencia de las luciérnagas. Las metoxipirazinas son
componentes importantes de los aromas de muchas frutas y vegetales, como los
chicharos y la pimienta, y también se encuentran en los vinos. Varias polialquilpirazinas
son feromonas de insectos, por ejemplo la 2-etil-3,6-dimetilpirazina es el componente

mayoritario de la feromona de la hormiga sudamericana (Figura 9).!'*"!

Pemveal

Hp Acido aspergilico
N Me
(CHy) 3NH AN
[ :[ Me Z >kt
OMe

N

Cypridina luciferin Feromona de hormiga
Metoxipirazinas
R = Me, i-Bu, etc.

Figura 9. Ejemplos de pirazinas presentes en la naturaleza.

Los derivados de las diazinas son ampliamente investigados por su uso en farmacos
sintéticos; entre los compuestos mas cominmente empleados estan el antibacterial

Trimetoprim y el antimalarico Pirimetaminal'® (Figura 10).

NH, cl
MeO ‘ N N NH,
MeO N/ NH, ‘ X N
OMe Et N)\NHZ
Trimetoprim Pirimetamina

Figura 10. Pirimidinas empleadas como farmacos.
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GENERALIDADES

1.3 ACETALES DE B/S(TRIMETILSILIL)CETENA

Los acetales de cetena tienen la estructura general 4, que representa el éter de la
forma endlica de un éster 5. Sin embargo, el nombre de estos compuestos se deriva de

que pueden considerarse también como el acetal de una cetena 6” (Figura 11).

R OR R\ OH R\
>C= < >C=C< >:C=O R= TMS. alquilo

R" OR R" OR R"
4 5 6
Figura 11. Esctructura de un acetal de cetena (4), de un éster de la forma endlica (5) y

de una cetena (6).

Los acetales de cetena tienen dobles enlaces ricos en electrones y reaccionan
facilmente con varios tipos de electréfilos. La desventaja de los 1,1-dialcoxialquenos 7
(R',R? = alquilo) es que polimerizan rapidamente mientras que los derivados 1,1-
disililalquenos (R' y/o R® = TMS) usualmente producen los &cidos carboxilicos o los
ésteres correspondientes, por pérdida de una unidad de TMS®" (Esquema 9).

7

polimero
R1, R? = alquilo
OR'
+ E* —
2
OR o)
7 R1 =TMS E\)J\
RZ= alquilo o TMS OR?
Esquema 9

Mukaiyama'® en 1974 report6 reacciones aldélicas usando éteres de sililenol y
compuestos carbonilicos en presencia de tetracloruro de titanio. Desde entonces los
acetales de sililcetena se han empleado en sintesis organica y hoy en dia son los
compuestos organosilanos elegidos para llevar a cabo condensaciones aldélicas, ya
que son faciles de preparar y altamente selectivos, ademas de que se comportan como

excelentes nucledfilos.

14



GENERALIDADES

1.3.1 Sintesis

En 1972 Aisworth?®® describié por primera vez dos métodos de sintesis de los acetales
de bis(trimetilsilil)cetena, partiendo de acidos carboxilicos saturados. El primero, a
partir de ésteres de trimetilsilicio y el tratamiento con LDA seguido de TMSCI, que
forma el correspondiente acetal de bis(trimetilsilil)cetena (Esquema 10).

1 R! OSIMe
R . 1) LDA, THF, -78°C \C C/ s
CH—COOSiMe —
/ ® 2)TMSCI ./ 0SiMes
R R
R',R%£H
Esquema 10

El segundo método de sintesis involucra la formacién del dianién del acido carboxilico
usando dos equivalentes de LDA y el tratamiento posterior con TMSCI (Esquema 11).

R‘\ 1) 2 eq. LDA, R‘\ 0SIMe;

CH—CO,H —HROC c—=C

e 2) 2 eq. TMSCI e OSiMes
Esquema 11

En cuanto a los acetales de bis(trimetilsilil)cetena de acidos carboxilicos insaturados,
Brady® sintetiz6 por primera vez con un rendimiento del 9% el 1,1-
bis(trimetilsiloxi)buta-1,3-dieno 8 mediante la desprotonacion del crotonato de
trimetilsililo con LDA y la reaccién del correspondiente enolato formado con TMSCI. El
autor explica el bajo rendimiento debido a una competencia entre la C- y la O-sililacion.
De hecho, se ha demostrado que el compuesto 9 es el producto mayoritario que se
forma de la adicién del i6n diisopropilamiduro al crotonato de trimetilsililo®! (Esquema

12).

\/\ | 1) LDA, THF, -70°C N N OSiMes (Pri)zN N OSiMe;
CO:SMe; o) Tscl +

OSiMes OSiMe
8 9% 9 72%
Esquema 12
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Sin embargo, el compuesto 8 se puede preparar con buen rendimiento a partir de la
reaccion del vinilacetato de trimetilsililo con LDA. El doble enlace no conjugado evita
una adicion tipo Michael (Esquema 13).

1) LDA, THF, -70°C osiM
\/\co SiMe : ~ N e
2 3

2) TMSCI
OSiMeg

8 90%
Esquema 13

En contraste con el éster croténico, el éster 3-metilbut-2-enoato de trimetilsililo forma el
acetal 10 esperado en excelente rendimiento®® (Esquema 14), el cual se explica por el

impedimento estérico en el doble enlace que no favorece la reaccion de Michael.

1) LDA, THF, -70<C OSiMe;
. - =
Y\CO2SIMB3 2 TS W
OSiMe;

10 97%
Esquema 14

1.3.2 Reactividad

1.3.2.1 Sintesis de B-hidroxiacidos

Los acetales de bis(trimetilsilil)cetena reaccionan con aldehidos para dar f-
hidroxiacidos en presencia de un &cido de Lewis.”’® Bajo estas condiciones se forma
exclusivamente el isébmero treo (Esquema 15).

OH

R OSiMeg 0 )
1) Acido de Lewis, -60°C CO,H
— + R! -

2) H,0
H OSiMes R' 2

Esquema 15
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1.3.2.2 Reacciones con iminas

Las reacciones de acetales de sililcetena con iminas se han empleado exitosamente
para la sintesis de aminoésteres, lactamas y B-aminoacidos (Esquema 16). Algunas
reacciones requieren cantidades cataliticas y otras equimolares de algin &cido de

Lewis como ZnBr, 6 SnCl,.2"!

NHAr?
R OSiMe, A 1) Acido de
/ Lewis, 10% | COH
+ /_N ) H O+ Ar 2
2 R
R? OSiMe, Arl ’ R
aldimina B-aminodcido
aromatica

Esquema 16

1.4 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

1.4.1 Citotoxicidad

La citotoxicidad se emplea para medir los efectos téxicos especificos, inhibicién del
crecimiento celular o bien muerte celular. Las células cancerosas se distinguen por
tener un crecimiento incontrolable y la propiedad de invadir a otras células.

Un tumor canceroso maligno es aquel que invade tejidos circundantes a través del
torrente sanguineo o vasos linfaticos y forma tumores secundarios o metastasis en

otros lugares del cuerpo.”®

1.4.2 Inflamacion

La inflamacién es una respuesta fisiolégica de defensa del organismo frente a una
agresion o a cualquier estimulo perjudicial al tejido.”*® Cuando se lesiona un tejido, ya

sea por accién de las bacterias, un traumatismo, sustancias quimicas, el calor u otros
fenbmenos, el tejido lesionado libera multiples sustancias que provocan cambios
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secundarios,®® generados con el fin de destruir al agente patégeno o para reconstruir
el tejido dafado.

Generalmente, esta respuesta actla para protegernos, pero ocasionalmente la
inflamacién es responsable de la mayoria de los sintomas de la enfermedad y es bajo
estas circunstancias que es necesario recurrir a medicamentos para eliminar o reducir
la intensidad de la respuesta inflamatoria.**

La dermatitis es una inflamacion de la piel, que se hace evidente por edema y eritema,
infiltracién de neutréfilos, aumento de la actividad de la enzima Mieloperoxidasa,
aumento del tamaro del tejido de la epidermis.

Desde hace dos décadas existen varios modelos de inflamacion de diferente
naturaleza en el tejido cutdneo empleados en animales de experimentacién. Cada uno
se basa en el uso de un agente irritante aplicado directamente sobre la piel (in situ) o
bien inyectado en la parte especifica del organismo. El 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol (TPA) es un agente irritante el cual produce una inflamacién aguda

y se utiliza para evaluar anti-inflamatorios esteroidales y no esteroidales (Figura 12).%!

Figura 12. 13-Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA).
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1.5 ANTECEDENTES

Las y-lactonas funcionalizadas tienen propiedades biolégicas importantes y también se
emplean como materia prima para la sintesis de compuestos con actividad
farmacolégica.®" Por tal motivo, se ha generado interés en la sintesis de esta clase de
compuestos, prueba de ello son los numerosos reportes presentes en la literatura.

Por otra parte y debido a la reactividad especial de los acetales de
bis(trimetilsilillcetena como dinucledfilos (Esquema 17), estos Ultimos pueden
emplearse para preparar lactonas ya que tienen la capacidad de formar nuevos
enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno,® a través de una reaccién de adicién a

un doble enlace activado.®

R OSiMes R’ o)
R? OSiMes R? oi 3
Esquema 17

Rudler™ en 1999 reportd por primera vez la sintesis de lactonas utilizando los
acetales de 1,1-bis(trimetilsilil)cetena con el complejo de n°-anisoltricarbonilcromo 11
(Esquema 18). En esta reaccién, ademas de la y-lactona biciclica 13, se obtiene el
acido carboxilico 12 correspondiente como producto mayoritario. El primer paso de la
reaccion involucra el tratamiento del acetal de sililcetena y el complejo de cromo 11 con
t-butéxido de potasio y posteriormente una oxidaciéon con yodo.

1
R OS|Me3 _1) +BUOK, -78 °C .
|2 21, 78C
R2 OSiMe; 3) Hy0*
H
RY <M. Me 12 ~40% 13 ~6a23%
R2 = Me, Et, /Pr 1
_ . e
\ MeO 0
OSiMe;
Cr(CO)q
Esquema 18
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Con base en lo anterior, en nuestro laboratorio se ha llevado a cabo la preparacién de
una gran variedad de lactonas a través de la adicibn de los acetales de
bis(trimetilsilil)cetena a complejos m°-arentricarbonilcromo (Esquema 19). En algunos
casos se aislé el acido aromatico correspondiente, observandose que se forma como
producto de rearomatizacién del sistema durante el proceso de purificacién.?

R’ R R
R2
R? OSiMe
X ® 1) +BUOK COOH
‘ " - . o,
& 1
> R OSiMes 2| > . >
2 H H
Cr(CO),
14a R=H; R, R%= CsHyo 15a 70% 16a 23%
14b R=OPh; R", R%= CsHyq 15b 55% 16b 6%

Esquema 19

Buscando funcionalizar el dieno de las lactonas obtenidas, una de las reacciones
llevadas a cabo fue la adiciébn de oxigeno singulete para preparar peroxolactonas
(Esquema 20) y realizar estudios de actividad citotéxica. Este tipo de compuestos
mostré que los valores de Cls, son mejores para algunas peroxolactonas que los que
tiene el cis-platino.!*!

R? R?

O (6]

Esquema 20

También es posible formar y-lactonas con el anillo de cicloheptatrieno activado con la
presencia del tricarbonilcromo,® estos complejos llevan a cabo una doble adicién
nucleofilica de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena (Esquema 21). Es importante
destacar que las condiciones de lactonizacién son las mismas que para los complejos

n°’-arentricarbonilcromo.
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R1

, R OSiMes
R 1) +BuOK
— —_—
+
° R OsiMe; 22
RO
Cr(CO)g
Esquema 21

Ademas de la formacién de lactonas con complejos de cromo, Rudler®? desarrollé una
reaccion catalizada con paladio(0), a partir de acetales de bis(trimetilsilil)cetena y
acetatos alilicos 17 formando &cidos carboxilicos insaturados que se transforman a -
lactonas por tratamiento con H>O, en presencia de cantidades cataliticas de
metiltrioxorenio (MTO) (Esquema 22).

R® R*
‘ R® OSiMe,
o]
AcQ . Pd(0) H,0,/MTO
R1 — —— e
. R* OSiMe; RN _~A OH
R
R®=Me, R*=H R o
17 ||
MTO= _Rex
o™ |
Me
Esquema 22

Por otra parte, en el caso de los compuestos azaaromaticos, es posible preparar
lactonas sin el uso de algin metal.”! Se sabe que los dobles enlaces de la piridina se
activan hacia la adicion nucleofilica mediante la formacién de una sal de piridinio, por
ejemplo la sal de 1-acilpiridinio,’®® que reacciona con una gran variedad de nucleéfilos
para formar dihidropiridinas. Las dihidropiridinas 18 y 19 formadas pueden volver a
activarse para experimentar una segunda adicién nucleofilica y de esta forma obtener

tetrahidropiridinas 20 (Esquema 23).
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:U—zi

@ . \ @
1
—_— + NU ——» ‘
Z N Nu'
I
R 18
N Nu' u'
Nu?
I

N
u' N
E E
E+
- e ‘
Nu? N

+ /
| )
R R R
20 19
Esquema 23

Rudler® en 2002 report6 la sintesis de y-yodo-3-lactonas usando los acetales de
bis(trimetilsilil)cetena y la piridina activada con cloroformiato de metilo. Primero se
forman los acidos a-dihidropiridinilcarboxilicos 21 que con el tratamiento posterior con

un exceso de |, forman las §-lactonas policiclicas 22 (Esquema 24).

o)
R1
R? OH
R’ OSiMe
= ° cicoMe I
‘ + —_— ‘ ‘ —_—
\N R? OSiMe;, N
O)\OMe
21 22
Esquema 24

Extendiendo este concepto a otros N-heterociclos, se han reportado adiciones de
acetales de bis(trimetilsilil)cetena con pirazina.*® La pirazina se activa con dos
equivalentes de cloroformiato de metilo para reaccionar con el acetal de sililcetena y
formar una y-lactona biciclica (Esquema 25). La sintesis directa de la lactona se debe a
la doble activacién de la pirazina y no es necesario emplear |, como en el caso de los

complejos de cromo y los compuestos azaaromaticos.
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0
j/ -
;
AN R' OSiMe, N R
‘ 2 eq. CICO,Me ‘ o
. —
\N R 0SiMes j\ 0
0 OMe
Esquema 25

Por tal motivo, en este trabajo se desarroll6 la idea de llevar a cabo la preparacién de
lactonas empleando la pirimidina, ademas de la pirazina, pero activando el compuesto
heterociclico hacia la adicién nucleofilica con el anhidrido trifluorometansulfénico, ya
que con anterioridad en nuestro laboratorio se realiz6 la preparacién de compuestos

gle7al

estructuralmente semejantes a las sulfonilamida que mostraron actividad

farmacolégica debido a la presencia del grupo trifluorometansulfonilo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 ACETALES DE 1,1-8/S(TRIMETILSILIL)CETENA EMPLEADOS

En este trabajo se utilizaron los acetales de bis(trimetilsilil)cetena 23a y 23b que fueron
sintetizados de acuerdo al método de dos pasos descrito por Ainsworth®®®! (Esquema
26), el cual consiste en preparar primero el éster de trimetilsilano 22, a partir del acido
carboxilico correspondiente y su tratamiento en presencia de piridina vy
clorotrimetilsilano. El compuesto 22 se purifica y aisla para llevar a cabo la segunda
reaccion con LDA vy clorotrimetilsilano para formar el acetal de bis(trimetilsilil)cetena 23.
Los compuestos 23a y 23b se obtuvieron como liquidos incoloros con rendimientos
alrededor del 80%.

R o) 1 R OSiM
\ / 1) Py R P 1) LDA Mes
- _
2/ \ 2) TMSCI 2) TMSCI
R OH R 0SiMe, R OSiMe,
22 23aR'=R’-CH,  78%

23b R" R%= -(CH)s- 80%

HaG, OSiMe;, OSiMe
HyC o: SiMes : OSiMe

23a 23b

2-metil-1,1-bis(trimetilsililoxi)propeno 1,1-bis(trimetilsililoxi)ciclohexilideno

Esquema 26

Los ésteres de trimetilsililo y los acetales de bis(trimetilsilil)cetena se caracterizaron por
RMN "Hy RMN **C.
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2.2 DOBLE ADICION NUCLEOFILICA DE ACETALES DE
1,1-B/S(TRIMETILSILIL)CETENA SOBRE LA PIRAZINA

Para llevar a cabo la reaccion de adicion nuclecfilica sobre la pirazina, ésta se activo
usando dos equivalentes del anhidrido trifluorometansulfénico formando la sal
correspondiente, el disolvente utilizado fue diclorometano. Posteriormente, se hace
reaccionar 1.1 equivalentes del acetal de bis(trimetilsilil)cetena para preparar la y-
lactona 1, la reaccién se presenta en el Esquema 27. Después de 12 horas de
agitacién, la mezcla de reacciéon se lava con agua para eliminar el anhidrido que no
reaccioné y una vez concentrada la fase organica los compuestos de interés se
purificaron mediante cromatografia en columna, obteniéndose como sélidos blancos

cristalinos. Los rendimientos de 1a y 1b fueron de 47 y 50%, respectivamente.

:T,OZCF3 R'
N N R?
X 1) 2 eq. Tf,O
| - 0
N R' OSiMe; N g
2)1.1 eq. ,
SO,CF,4
R2 OSiMe,
1a R'=R%=CH; 47%
23 1b R'R%=-(CHys 50%

Esquema 27

Es importante destacar que se emple6 el anhidrido trifluomentansulfénico con la
finalidad de incorporar el grupo trifluorometansulfonilo a la estructura de las nuevas -
lactonas, ya que existen diversos ejemplos en la literatura®™® donde la presencia de
este grupo contribuye al incremento de la actividad biolégica.

Para la formaciéon de 1 se proponen dos posibles mecanismos de reaccién que se

describen a continuacién.
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En el primer mecanismo propuesto, la pirazina y el anhidrido trifluorometansulfénico
reaccionan para formar la sal bis(trifluorometansulfoniliminio) que reacciona con el
acetal de bis(trimetilsilil)cetena a través de una doble adicién nucleofilica, formandose
primero un enlace carbono-carbono y, después del segundo ataque, el enlace carbono-
oxigeno (Esquema 28).

Fl'ftg—Tf r|\1
X X
| — | — |
= =
N N
LTon—Tf
Tf ) f R'
i | ¥ R? | R®
{N N o)
i ‘ \J\<SiMe3
i 0 \
\ g + {) \_/ ¢ TOoTH
- , k
S j
Esquema 28

En el segundo mecanismo propuesto, la pirazina se activa por primera vez con el
anhidrido trifluorometansulfénico y reacciona con el acetal de bis(trimetilsilil)cetena
formandose un enlace carbono-carbono como resultado del primer ataque nucleofilico.
En el siguiente paso, la pirazina vuelve a activarse con otra molécula del anhidrido
trifluorometansulfénico presente en el medio y es entonces cuando ocurre un segundo

ataque nucleofilico para formar el enlace carbono-oxigeno (Esquema 29).
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E | 2 E Tf R! _
LN R | i ort
! ! N o
[ o ‘ SiMes
o |
X 1 i

Esquema 29

En ambas propuestas el cierre del anillo de la lactona genera la y-lactona, lo que es
congruente con las reglas de anillacion de Baldwin, dado que en un sistema trigonal se
prefiere el cierre del anillo 5-exo con respecto al 6-endo.®

En la Tabla 2 se encuentran los rendimientos, puntos de fusién y masas moleculares
de las lactonas 1ay 1b.

Tabla 2. Rendimiento, punto de fusién y PM de 1.

Compuesto R’ R* | Peso molecular | Puntode | Rendimiento
(g/mol) fusion (°C) (%)
1a CH; CHs 432.32 128 46.7
1b -(CH,)s- 472.13 111 48.8

La caracterizaciéon de los nuevos compuestos 1a y 1b se realiz6 con las técnicas
espectroscopicas de IR, RMN 'H, RMN C y EM, confirmando la formacién de la y-

lactona biciclica con la pirazina.
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A continuacion se discutiran los datos espectroscépicos que permitieron confirmar la
sintesis de las lactonas. En cada una de las técnicas se ejemplifica con los espectros

del compuesto 1a dado que 1b es practicamente similar.

En el espectro de IR se observa la presencia de la banda C=0 para 1a en 1809 cm™ y
para 1b en 1799 cm™ que confirman la formacion de la y-lactona, de acuerdo con lo
reportado en la literatura la vibracién del enlace del grupo carbonilo de una lactona de
cinco miembros esta aproximadamente en el rango de 1795 a 1760 cm™”. Ademas la
banda del enlace sencillo C-O para 1a y 1b se encuentra en 1417 y 1412 cm™,
respectivamente. Por otra parte, la banda presente alrededor de 3130 cm’
corresponde a la vibracion H-C=. Las bandas de absorciéon asociadas al grupo
trifluoromentansulfonilo (SO,CF;3) se observan para SO, en 1230 y 1145 cm™” y para
CF5 corresponden las bandas en 1196 y 670 cm™'. En la Figura 13 se encuentra el

espectro de infrarrojo de la y-lactona 1a.

100
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Figura 13. Espectro de IR (pelicula) de 1a.
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Las sefiales de RMN 'H para los protones de la fusién de la lactona y del doble enlace
del nucleo de la pirazina se encuentran en la Tabla 3 (entre corchetes se indica el valor
de la constante de acoplamiento).

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de RMN 'H para 1.

Compuesto RMN 'H § (ppm)
H2-C=C-H3 H4a H7a
1a 6.41 6.22[J=8Hz] | 4.83[J=8 Hz]
1b 645[J=5Hz, | 6.16[J=8Hz] | 4.76 [J= 8 HZ]
6.36 [J = 5 Hz]

Los protones del doble enlace en ambos compuestos aparecen alrededor de 6 ppm, en
el caso de 1a aparece una sola sefnal multiple que integra para dos hidrégenos; sin
embargo, para 1b se distingue perfectamente dos sefiales dobles con una constante
de acoplamiento igual a 5 Hz. Las senales para H4a y H7a, representativas de la fusion
de la lactona, se encuentran en ~ 6.2 y ~ 4.8 ppm, respectivamente, el valor de J para
estos dos protones es de 8 Hz lo cual nos dice que la fusion de lactona se da en forma
cis concordando con lo reportado en la literatura.®® Del andlisis anterior podemos
concluir que unicamente se forman dos estereoisomeros de los cuatro posibles
(Esquema 30), indicando que el dinucledfilo 23 prefiere adicionarse del mismo lado de
una las caras de la pirazina activada. La configuracién de los estereoisomeros
obtenidos es 4a(S)-7a(R) y 4a(R)-7a(S).

Fusion cis
—

N R OSiMe
[ j ° 21,0
‘ + >_< -
= R? OSiMes

Fusi$<rans [

Esquema 30
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En la Figura 14 se muestra el espectro de RMN 'H para el compuesto 1a, sefialandose
a qué protones corresponde cada una de las sefales. En el espectro se puede
observar dos senales alrededor de 1.3 ppm que corresponden a los protones de los
grupos metilo, aunque se espera una sola senal por ser quimicamente equivalentes,
magnéticamente son diferentes.

J=8Hz J=8Hz CH,
A N
CH,
] Tf L CHs |
o/ { / ; N CH !
T SN g | S i 2 ‘ 7a ’ E
6.0 [X) ! (0] E
\ /\ 3[ = o 5
H N '
5 i Ri
H2, H3
| H7a
fy H4a M
__,—J \Jrlg . — ___///‘ e kw\\
70 /I\K\ 1\\ 6.9 50 /'\ 40 30 20 ‘ ’ 1.0
334553 L &

Figura 14. Espectro de RMN 'H (CDCl;) de 1a.

En lo que respecta al andlisis de RMN 'C, la sefial del grupo carbonilo para 1a
aparece en 175.4 ppm y para 1b en 173.2 ppm, que muestran la presencia de la y-
lactona (el valor reportado para la y-butirolactona es de 177.9 ppm). Ademas, la
presencia del enlace carbono-oxigeno (C4a) se confirma por la sefial en ~ 80 ppm y la
sefnal debida a la formacion del enlace carbono-carbono (C7a) se encuentra en ~ 66
ppm; las sefiales de los carbonos con hibridacién sp® se localizan alrededor de 116
ppm. Finalmente, se esperan dos cuartetos para los &tomos de carbono de los grupos
CF3, sin embargo, no fue posible apreciarlos con claridad por la senal de uno de los
carbonos del doble enlace, no obstante con los datos obtenidos pudimos determinar su

31



RESULTADOS Y DISCUSION

desplazamiento quimico ubicandose uno en 119.8 ppm (J = 322 Hz) y el otro en 119.2

ppm (J = 320 Hz).

En la Tabla 4 se reportan los desplazamientos quimicos de los atomos de carbono de

la fusién de la lactona, del doble enlace restante en el nlcleo de la pirazina y del grupo

carbonilo para los compuestos 1a y 1b. En la Figura 15 se presenta el espectro de

RMN *C de 1a.

Tabla 4. Desplazamientos quimicos caracteristicos de RMN 3c para 1.

Compuesto RMN *3C § (ppm)
-C2=C3- C4a C7a C=0
1a 116.1 82.9 66.3 175.4
1b 117.6, 113.9 82.9 67.3 173.2
CH; |
r o E
?02 . OHa CHs3
| N CH;
E 2 [ 7a 7 i
| o |
! 4a i
PNy 0 L eess
i éo H i § E§
| | A
L ©Fs ; C2,c3
C7a
’ c7
C=0 Cda
5 r
8 ‘,‘

T : L -
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T v
.0
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Figura 15. Espectro de RMN 3c (CDCl3) de 1a.

T
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El andlisis de espectrometria de masas mostro los iones moleculares en 432 y 472 m/z
que concuerdan con la masa molecular de las lactonas 1a (Figura 16) y 1b,
respectivamente. Primero se observa la pérdida del fragmento SO,CF; (133 m/2)
formandose el pico base para ambas lactonas; posteriormente, se pierde CO, (44 m/z);
y por Gltimo la pérdida del fragmento R'R?C que para la lactona 1a equivale 42 m/z y
para 1b se pierden 82 m/z. Por otra parte, para el compuesto 1a, se calculé la
distribucién isotépica® de los picos mas significativos descritos anteriormente (Tabla

5) para corroborar la formacién del nuevo compuesto.
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Figura 16. Espectro de Masas (IE*) de 1a.
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Tabla 5. Distribucion isotopica de los picos mas significativos de 1a.

Fragmento m/z Intensidad

| 432 100.0
[CioH1oFsN206S2]* | 433 13.5
434 10.8
435 1.1
436 0.2

299 100.0
[CoH10F3N204S]* 300 11.5
301 5.7
302 0.4

| 255 100.0
[CeH10F3N202S] 256 10.3
257 5.2
258 0.4

. 213 100.0
[CsH4F3N20O2S] 214 6.9
215 4.9
216 0.2

2.3 DOBLE ADICION NUCLEOFILICA DE ACETALES DE
1,1-B/S(TRIMETILSILIL)CETENA SOBRE LA PIRIMIDINA

Como en el caso de pirazina y con la finalidad de activar la pirimidina al ataque
nucleofilico se adicionaron dos equivalentes de Tf,O para formar la sal
correspondiente. Una vez formada esta sal, se agregaron dos equivalentes del acetal
de bis(trimetilsilil)cetena (Esquema 30). Después de 12 horas de agitacién la mezcla de
reaccion se lavé con agua para eliminar el anhidrido que no reaccioné y una vez
concentrada la fase organica los nuevos compuestos se purificaron por cromatografia
en columna obteniéndose como sdlidos blancos cristalinos. Los rendimientos de 2a y
2b fueron de 42 y 55%, respectivamente.
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Tf

\

N

Tf

2a R'=R?=CH, 42%
2b R'R%=-(CHps 55%

De igual forma que con la pirazina, se proponen dos mecanismos de reaccion. En el

primer mecanismo propuesto se forma la sal bis(trifluorometansulfoniliminio) a partir de

la pirimidina y dos equivalentes del anhidrido trifluorometansulfénico, posteriormente el

intermediario doblemente activado reacciona nucleofilicamente con el acetal de

silicetena formando un enlace sencillo carbono-carbono y en seguida el enlace

carbono-oxigeno (Esquema 31).
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En el segundo mecanismo de reaccién propuesto para la sintesis de 2a y 2b, la
pirimidina se activa primeramente con una molécula del anhidrido
trifluormetansulfénico y es entonces cuando 23 se adiciona nucleofilicamente formando
un primer enlace carbono-carbono. En seguida, la pirimidina vuelve a activarse con
otra molécula de anhidrido trifluoromentansulfénico presente en el medio y ocurre la
segunda adicién nucleofilica en el atomo de carbono vecino a los dos nitrogenos

formandose el enlace carbono-oxigeno (Esquema 32).
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Existen dos sitios posibles de ataque en la pirimidina (Esquema 33) por lo cual se

podrian obtener las lactonas A y B, sin embargo los resultados muestran que se forma

Gnicamente la lactona A.[*%
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En la Tabla 6 se encuentran los rendimientos, puntos de fusidbn y masas moleculares
de las lactonas 2a y 2b.

Tabla 6. Rendimiento, punto de fusion y PM de 2.

Compuesto R' R> | Peso molecular | Puntode | Rendimiento
(g/mol) fusion (°C) (%)
2a CHs CHs 432.32 78 42.1
2b -(CH,)s- 472.13 88 54.6

La caracterizacion de los nuevos compuestos sintetizados se llevo a cabo a través de
las técnicas espectroscépicas de IR, RMN 'H, RMN '®C, EM vy difraccién de rayos-X,
cuando fue posible obtener un monocristal. Los datos espectroscépicos para cada
compuesto se detallan en la parte experimental. A continuacién se mencionan algunos
datos espectroscopicos que permitieron demostrar la formacién de 2, ejemplificandose
con los espectros de 2a debido a que 2b es practicamente similar.

En la Tabla 7 se muestran las bandas de IR que confirman la sintesis de los
compuestos 2. La vibracién de un enlace C=0 en ~ 1775 cm™ que coincide con el valor
esperado para una lactona de seis miembros; la banda caracteristica de la vibracion
H-C= aparece en ~ 3110 cm™; las bandas de absorcién asociadas al grupo SO,CF; se
observan para SO, una banda intensa en ~1230 cm™ y para CF; corresponden las
bandas en ~1160 y 690 cm™. En la Figura 17 se presenta el espectro de IR de 2a.

Tabla 7. Desplazamiento de las bandas en los espectros de IR para 2.

Senal 2a 2b
H-C= 3110 cm’” 3112cm’
C=0 (lactona) 1775 cm’” 1775cm’”
c-0 1416 cm” 1421 cm’
SO, 1231 cm” 1220 cm”
CF; 1161, 699 cm” 1144, 695 cm”
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Figura 17. Espectro de IR (pelicula) de 2a.

Las sefiales de RMN 'H se presentan en la Tabla 8 (entre corchetes se indica el valor
de la constante de acoplamiento). Las sefiales de los protones del doble enlace en
ambos compuestos aparecen alrededor de 5.5 y 6.6 ppm, para H6 se observa una
sefal doble de doble con valores de Jde 5 Hz y 9 Hz que indica su interaccion con H7
(J=9 Hz) y H5 (J = 5 Hz), mientras que H7 por su interaccion con H6 se observa como
una senal doble; los protones caracteristicos de la fusiéon de la lactona se encuentran
en ~ 7 ppm (H1) como un singulete y en ~ 4.5 ppm (H5) como un doblete por la
interaccion con el protén del doble enlace H6. En la figura 18 se presenta el espectro
de RMN 'H de 2a.

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de RMN 'H para 2.

Compuesto RMN 'H § (ppm)
H6 H7 H1 H5
2a 559[J=9,5Hz] |667[J=9Hz | 7.14 | 426 [J=5 Hz]
2b 556[J=9,5Hz] | 667 [J=9Hz] | 7.09 | 4.6 [J=5 Hz]
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Figura 18. Espectro de RMN 'H (CDCl;) de 2a.

Los espectros de RMN '3C para las lactonas 2a y 2b presentan la sefal caracteristica
del grupo carbonilo en ~ 169 ppm; las sefales de los carbonos del doble enlace se
encuentran en 121 ppm para C7 y en 107 ppm para C6 (las senales fueron asignadas
de acuerdo a las tablas descritas en la literatura);*" las sefales representativas que
confirman la formacién de la lactona corresponden a C1 en ~ 87 ppm y C5 en ~ 53
ppm. Finalmente, las sefiales de los atomos de carbono de los grupos CF3 por no ser
quimicamente equivalentes se observan como dos cuartetos uno en 119.2 ppm (J =
319 Hz) y el otro en 119.1 ppm (J = 320 Hz). En la Tabla 9 se reportan los
desplazamientos quimicos de RMN *C de la sintesis de 2 y en la Figura 19 el
espectro de 2a.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos representativos de RMN 3¢ para 2.

Compuesto RMN 3C § (ppm)
Cc=0 C7=C6 C1 C5
2a 169.2 121.6, 107 87 56.3
2b 168.8 121.4,106.7 86.3 52.4
Tf
C1 CH,
CH3
HaC CH;
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Figura 19. Espectro de RMN'3C (CDCl;) de 2a.

El analisis de espectrometria de masas por medio de la técnica de impacto electronico
mostr6é los iones moleculares esperados en 432 y 472 m/z que concuerdan con la
masa molecular de las lactonas 2a y 2b, respectivamente. El pico base corresponde al
fragmento (CO)CR'R? (Figura 20) en 70 m/z para 2a y en 110 m/z para 2b, el pico en
299 m/z se forma a partir del i6n molecular tras la perdida del grupo
trifluorometansulfonilo. Por otra parte, para el compuesto 2a, se calculd la distribucion
isotépica® de los picos mas significativos descritos anteriormente (Tabla 10) para
corroborar la formacién del nuevo compuesto. En la Figura 21 se presenta el espectro

de masas de 2a.
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Tabla 10. Distribucion isotépica de los picos mas significativos de 2a.
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Figura 20. Espectro de masas de 2a.

Fragmento m/z Intensidad

N 432 100.0
[C1oH10FeN206S2] * 433 13.5
434 10.8

435 1.1

436 0.2
. 299 100.0
[C9H10F3N204S] : 300 115

301 5.7

302 0.4
+ 70 100.0

[C4HGO] ° 71 4.2

72 0.2

los angulos de enlace en la Tabla 13.

I
T T T T
122 120 148 160 18@ 208 220 248 260 280 308 3228 348 360 380 4P@ 420 440 460

msz

Para el compuesto 2a se logré obtener un cristal adecuado para su estudio por
difraccién de rayos-X, confirmandose plenamente su estructura (Figura 21). Los datos
cristalograficos se describen en la Tabla 11, las distancias de enlace en la Tabla 12 y
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Figura 21. Proyeccion tipo ORTEP para el compuesto 2a.

Analizando los datos de longitudes de enlace mas relevantes, podemos observar que
la distancia C7-N8 [1.420(3) A] concuerda con el valor reportado en la literatura para el
enlace Csp®Nsp® (1.416 A), para el enlace Csp’*Nsp® la longitud de enlace reportada
es de 1.469 A y el valor encontrado para C1-N9 [1.437(3) A], C1-N8 [1.456(3) A] y C5-
N9 [1.480(3) A] la diferencia mas notable en longitud de enlace esta en el enlace C1-
N9 que es mas corto que el enlace C1-N8 probablemente esto se debe al
impedimento estérico que hay entre los grupos trifluoromentansulfonilo ocasionando
que el enlace C1-N8 sea mas largo. Por otra parte, se puede ver que las distancias de
enlace N8-S1 [1.621(2) A] y N9-S2 [1.608(2) A] son ligeramente menores al reportado

para una sulfonilamida (1.642 A).1*?

Ademas, la suma de los angulos de enlace de N8 (359°) y N9 (358°) corresponden con
una geometria trigonal plana indicando una hibridacién sp?, contrario a lo encontrado
en cuanto a la longitud del enlace, esta observacién sugiere una participacién de los
orbitales 3d del azufre y 2p del nitrégeno en el fenbmeno de retrodonacion.
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Taba 11. Datos cristalograficos de 2a.

Férmula C10H10F5N20582
Peso molecular (g/mol) 432.32
Tamarno del cristal (mm) 0.34x0.25x0.15
A (A) 0.71073
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial C2/c

aA) 24.757(2)

b(A) 10.884(1)

c(A) 12.368(1)

a(9d 90

B(9 94.67

v (9 90

Volumen (A°) 3321.4(5)

Z 8

Densidad calculada (Mg/m®) 1.729
Coeficiente de absorcién (mm™') 0.416

Intervalo 6 (°) 1.65a25.36°
Reflexiones colectadas 13302

Tabla 12. Distancias de enlace (A) de 2a.

S(1)-0(3) 1.405(2) O(1)-C(3) 1.196(3)
S(1)-0(4) 1.414(2) C(1)-0(2) 1.418(3)
S(1)-N(8) 1.621(2) C(1)-N(9) 1.437(3)
S(1)-C(12) 1.822(3) C(1)-N(8) 1.456(3)
S(2)-0(5) 1.407(2) 0(2)-C(3) 1.373(3)
S(2)-0(6) 1.411(2) C(3)-C(4) 1.513(3)
S(2)-N(9) 1.608(2) C(4)-C(11) 1.531(3)
S(2)-C(13) 1.836(3) C(4)-C(5) 1.533(3)
F(1)-C(12) 1.309(4) C(4)-C(10) 1.541(3)
F(2)-C(12) 1.295(3) C(5)-N(9) 1.480(3)
F(3)-C(12) 1.285(4) C(5)-C(6) 1.499(3)
F(4)-C(13) 1.305(3) C(6)-C(7) 1.312(3)
F(5)-C(13) 1.309(3) C(7)-N(8) 1.420(3)
F(6)-C(13) 1.308(3)
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Tabla 13. Angulos de enlace (°) de 2a.
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Por otra parte, la configuracion de los estereoisomeros sintetizados es 1(R)-5(R) y

1(S)-5(S) como se puede observar en el Figura 22.
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2.4 ACTIVIDAD CITOTOXICA

Los estudios de actividad citotéxica se llevaron a cabo en el laboratorio de Pruebas
Bioldgicas del Instituto de Quimica de la UNAM a cargo de la M. en C. Maria Teresa
Ramirez Apan.

Se realizaron ensayos para evaluar si las lactonas inhiben el crecimiento de células
cancerosas, para ello se usaron los compuestos 1 y 2 probandose en seis lineas
celulares que fueron U251 (glia de sistema nervioso central), PC-3 (prostata), K562
(leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama) y SKLU-1 (pulmén). En un primer paso
se llevé a cabo un cernimiento primario en donde las células se expusieron a las
sustancias prueba empleando una concentracién de 50 uM, el porcentaje de inhibicion
del crecimiento se determind por el método colorimétrico usando como cromoforo a la
sulforodamina B (Figura 23). Se tom6 como referencia al cis-platino (50 uM), un agente

terapéutico bastante activo empleado en el tratamiento contra el cancer.

SOzH

Figura 23. Sulforodamina B.

Los resultados obtenidos (Tabla 14) mostraron que los valores del porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular no fueron significativamente altos para las lactonas 1a
y 1b, sin embargo se encontré que las lactonas 2a y 2b fueron las mas activas.
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Tabla 14. Porcentaje de inhibicion del crecimiento por linea celular.

RESULTADOS Y DISCUSION

Compuesto | U251 PC-3 K562 HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1

(50 pM) Sistema | Prostata | Leucemia | Colon Mama Pulmén
nervioso

1a 21.06 24.61 44.31 21.82 7.76 19.27

1b 23.64 23.16 46.51 22.88 6.08 37.43

2a 100 100 100 100 100 100

2b 100 100 100 100 100 100

Cis-platino | 95.1 100 83.48 82.16 100 100

De la tabla anterior podemos hacer las siguientes observaciones:

Sobre las lactonas 1ay 1b

e Aunque de manera general los resultados son bajos en la mayoria de las lineas

celulares, en el caso de las células de leucemia (K562) los resultados son

buenos para ambas lactonas, ya que presentan porcentajes cercanos al 50%.

e Las lactonas 1a y 1b mostraron la mayor actividad en las células de leucemia.

Mientras que la actividad méas baja se encontr6 en la linea celular de cancer de
mama (MCF-7).

e En las células de adenocarcinoma de pulmén (SKUL-1) el porcentaje de

inhibicion es mucho mayor para la lactona 1b lo cual nos indica que fue mas

activa que 1a.
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Sobre las lactonas 2a y 2b
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e Ambas lactonas inhiben el 100% del crecimiento de las células cancerosas en

las seis lineas celulares.

e Los valores del porcentaje de inhibicion son mayores a los del cis-platino en las

células del sistema nervioso central (U251), leucemia (K562) y colon (HCT-15).

e No es posible concluir sobre la selectividad hacia alguna de las seis lineas

celulares ya que para ello es necesario obtener los valores de Cls, que

representan la concentracion del compuesto en estudio a la cual se inhibe el

50% del crecimiento de las células cancerigenas.

2.5 ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA

Los estudios de actividad anti-inflamatoria también se realizaron en el laboratorio de

pruebas bioldgicas del Instituto de Quimica de la UNAM a cargo de la M. en C. Maria

Teresa Ramirez Apan.

Para las pruebas de actividad anti-inflamatoria se usaron las lactonas obtenidas de la

doble adicién nucleofilica de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena con la pirazina. De

acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 15) el orden de actividad de las lactonas

es el siguiente: 1b > 1a.

Tabla 15. Efecto de inhibicion de los compuestos 1a, 1b e indometacina en el edema

inducido por TPA en la oreja de ratén y los valores calculados de la concentracién que
inhibe el 50% del edema.

Compuesto 0.56 1.0 1.78 3.1 Cls
umol/oreja | umol/oreja | umol/oreja | umol/oreja | umol/oreja

1a 22.76%1.25 33.816.1 47.6412.5 61.30x12.2 1.94

1b 23.05+4.07 | 42.97+5.1 51.17+12.3 64.1616.9 1.52

Indometacina | 235.15+6.4 | °48.18+2.0 | %69.42+10.4 | 89.19+2.6 0.26

(Indometacina a=0.13, b=0.24, ¢=0.75, d=1.3 umol/oreja)

47




RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que la lactonas biciclicas 1 presentan actividad anti-
inflamatoria dependiente de la concentracién. Sin embargo, los valores altos de Cls
revelaron que las lactonas 1a y 1b son menos activas que el compuesto usado como

referencia (indometacina).
cl

HaCO CH,COOH

Figura 24. Indometacina.
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SECCION EXPERIMENTAL

3.1 REACTIVOS

Los compuestos grado reactivo son productos comerciales de Aldrich Chemical Company,
con excepcién de la pirimidina, de marca Fluka. Todas las reacciones se realizaron bajo
atmésfera de nitrogeno. El THF se secd a reflujo utilizando sodio y benzofenona como
indicador.

3.2 CARACTERIZACION INSTRUMENTAL

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en un espectrometro Tensor 27 Bruker
empleando la técnica de pelicula, el disolvente fue CHCls. Los espectros de RMN de 'H
(300MHz) y ®*C (75MHz) se realizaron en un espectrometro JEOL ECLIPSE+300, el
disolvente deuterado empleado fue cloroformo.

Los espectros de masas se determinaron en un equipo JEOL JMS-SX102A doble sector
de geometria inversa, la técnica utilizada fue impacto electrénico (IE*). Los estudios de
cristalografia de rayos-X de monocristal se realizaron en un difractémetro Bruker Smart
Apex CCD. Las estructuras de los compuestos se resolvieron por métodos directos
utilizando el programa SHELXS-90 y los atomos diferentes de hidrégeno se refinaron
anisotropicamente por minimos cuadrados con el programa SHELXL-97.

3.3 SINTESIS DE LOS ESTERES DE TRIMETILSILILO Y DE LOS ACETALES
DE B/S(TRIMETILISILIL)CETENAS

3.3.1 Procedimiento

El procedimiento para preparar los ésteres de trimetilsilicio y los acetales de
bis(trimetilsilil)cetenas se realizé de acuerdo a lo descrito en la literatura.!
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3.4 SINTESIS DE y-LACTONAS A PARTIR DE PIRAZINA

3.4. 1 Procedimiento

A un matraz redondo de 100 mL, provisto de agitacibn magnética, se adicioné la pirazina
y se colocd en atmdsfera de nitrégeno. En seguida se agregaron 20 mL de diclorometano
anhidro. El matraz se introduce en un bafo de hielo seco/acetona (-30°C, la temperatura
se controlé adicionando pequenas cantidades de hielo seco) y se adiciond gota a gota
anhidrido trifluorometansulfénico, se dej6 agitando por diez minutos a la misma
temperatura. Después de este tiempo, se adicion6 1.1 equivalentes del acetal de
bis(trimetilsilil)cetena. Se retir6 el bano de enfriamiento y se permiti6 llegar a temperatura
ambiente la mezcla de reaccion. La reaccion permanecié en agitacion por 12 horas.
Finalmente, se virti6 a la mezcla de reaccién 40 mL de agua destilada, la fase organica se
sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evapor6 el disolvente a vacio. Las lactonas se
purificaron por columna de gel de silice, la mezcla de elusion (92:8) empleada fue
hexano/acetato de etilo.

Cantidades empleadas para 1a:
o 3.74 mmol (300 mg) de pirazina

. 7.49 mmol (2.11 g) de anhidrido trifluorometansulfénico
. 4.11 mmol (960 mg) de 23a

Cantidades empleadas para 1b:

o 6.24 mmol (500 mg) de pirazina
o 12.48 mmol (3.52 g) de anhidrido trifluorometansulfénico
o 12.48 mmol (3.4 g) de 23b

51



SECCION EXPERIMENTAL

Compuesto 1a:

7,7-Dimetil-1,4-bis(trifluorometansulfonil)-1,4,4a,6,7,7a-hexahidrofuro[2,3-
b]pirazin-6-ona

i
?02 CH;
N CHs
2 7a 7
. 0
a
3 N o
CF,
Rendimiento: 47%
Foérmula molecular: CigH10FgN2OgS2 Apariencia fisica: sélido blanco cristalino
Peso molecular: 432.32 g/mol Punto de fusion: 128 °C

Datos espectroscopicos:

IR v (cm™): 3136 (=C-H); 2989, 2948 (CH); 1809 (C=O lactona); 1417 (C-O); 1231 y 1145
(SO5); 1196 y 670 (CFy).

RMN "H (300 MHz, CDCl) &: 6.42 (m, 2H, H2 y H3), 6.22 (d, 1H, H4a, J = 8 Hz), 4.83 (d,
1H, H7a, J = 8 Hz), 1.44 (s, 3H, CHs), 1.34 (s, 3H, CH).

RMN **C (75 MHz, CDCl,) §: 175.4 (C=0), 119.8 (g, CF3, J = 322 Hz), 119.2 (q, CF3, J =
320 Hz), 116.1 (C2, C3), 82.9 (C4a), 66.3 (C7a), 43.7 (C7), 25.5 (CHj), 20.7 (CHs).

EM (IE*, 70 eV) m/z (%): 432 (50) M*, 299 (100) [M-133]", 271 (30) [M-161]*, 229 (30) [M-
203]", 201 (40) [M-231]".
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Compuesto 1b:

7-Espirociclohexil-1,4-bis(trifluorometansulfonil)-1,4,4a,7,7a-
hexahidrofuro[2,3-b]pirazin-6-ona

i
T
N
2 7a 7
[ 0
4a
3 ll\l o]
T
CFsy
Rendimiento: 50%
Formula molecular: Cy3H14FgN2OgS5 Apariencia fisica : sélido blanco cristalino
Peso molecular: 472.13 g/mol Punto de fusion: 111 °C

Datos espectroscopicos:

IR v (cm™): 3124 (=C-H); 2950, 2871 (CH); 1799 (C=0 lactona); 1412 (C-O); 1230 y 1156
(SO.); 666 (CFa).

RMN "H (300 MHz, CDCly) &: 6.45 (d, 1H, H2, J = 5 Hz), 6.36 (d, 1H, H3, J = 5 Hz), 6.16
(d, 1H, H4a, J = 8), 4.76 (d, 1H, H7a, J = 8 Hz), 2.1-1.5 (m, 10H, Heciohexio)-

RMN **C (75 MHz, CDCl,) §: 173.2 (C=0); 119.8 (g, CF3, J = 323 Hz); 119.6 (q, CF3, J =
320); 117.6 (C2); 113.9 (C3); 82.9 (C4a); 67.3 (C7a); 45.1 (C7); 34.5, 29.2, 24.5, 20.9,
205 (Cciclohexilo)-

EM (IE*, 70 eV) m/z (%): 472 (40) M*, 339 (100) [M-133]", 311 (35) [M-161]", 283 (5) [M-

189]*, 213 (35) [M-259]".
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3.5 SINTESIS DE 3-LACTONAS A PARTIR DE PIRIMIDINA

3.5.1 Procedimiento

A un matraz redondo de 100 mL provisto de agitacibn magnética y bajo atmésfera de
nitrégeno, se adiciond la pirimidina y 20 mL de diclorometano anhidro. El matraz se colocé
en un bano de hielo seco/acetona (-30 °C, la temperatura se control6 adicionando
pequenas cantidades de hielo seco) y se adicion6 gota a gota anhidrido
trifluorometansulfonico y se dejé agitando por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se
agrego el acetal de bis(trimetilsilil)cetena. Se retird el bano de enfriamiento y se permitio
llegar a temperatura ambiente. La agitacién se mantuvo por 12 horas. Finalmente, se
vertié a la mezcla de reaccién 40 mL de agua destilada, se separé la fase organica, se
sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evapor6 el disolvente a vacio. Las lactonas se
purificaron por columna de gel de silice, la mezcla de elusion (92:8) empleada fue
hexano/acetato de etilo.

Cantidades empleadas para 2a:

o 3.8 mmol (0.3 mL) de pirimidina

o 7.5 mmol (2.11 g) de anhidrido trifluorometansulfénico
o 7.5 mmol (1.74 g) de 23a

Cantidades empleadas para 2b:

o 3.8 mmol (0.3 mL) de pirimidina

o 7.5 mmol (2.11 g) de anhidrido trifluorometansulfénico
o 7.5 mmol (2.04 g) de 23b
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Compuesto 2a:

4,4-Dimetil-8,9-bis(trifluorometansulfonil)-2-oxa-8,9-diaza-biciclo[3.3.1]non-6-

en-3-ona
i )
\
N
CHg
HsC .
4 5
! \
o) o ,\\1 7
Tf
Rendimiento: 42%
Foérmula molecular: CigH10FgN2OgS2 Apariencia fisica: sélido blanco cristalino
Peso molecular: 432.32 g/mol Punto de fusion: 78 °C

Datos espectroscopicos:

IR v (cm™): 3110 (=C-H); 3045, 2985 (CH); 1775 (C=0 lactona); 1416 (C-O); 1231 (SOy);
1161 y 699 (CF).

RMN 'H (300 MHz, CDCly) &: 7.14 (s, 1H, H1), 6.67 (d, 1H, H7, J = 9 Hz), 5.59 (dd, 1H,
H6, J= 9 Hz, J= 5 Hz), 4.26 (d, 1H, H5, J = 5 Hz), 1.49 (s, 3H, CHa), 1.39 (s, 3H, CHa).

RMN *3C (75 MHz, CDCl,) &: 169.2 (C=O lactona), 119.2 (g, CFs, J = 319 Hz), 119.1 (CFs,
J =320 Hz), 121.6 (C7), 107.1 (C8), 87 (C1), 56.3 (C5), 44.9 (C4), 25.8 (CH,), 22.3 (CHa).

EM (IE*, 70 eV) m/z (%): 432 (5) M*, 299 (30) [M-133]*, 213 (5) [M-219]", 122 (10) [M-
310]*, 70 (100) [M-362]".
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Compuesto 2b:

4-Espirociclohexil-8,9-bis(trifluorometansifonil)-2-oxa-8,9-diaza-
biciclo[3.3.1]non-6-en-3-ona

Tt
\
N
5 6
4 1 \
o) o 'Y 7
T
Rendimiento: 55%
Foérmula molecular: CigH14FgN2OgSs Apariencia fisica: sélido blanco cristalino
Peso molecular: 472.13 g/mol Punto de fusion: 88 °C

Datos espectroscopicos:

IR v (cm™): 3112 (=C-H); 2949, 2871 (CH); 1775 (C=0 lactona); 1421 (C-0); 1220 (SO,);
1144 y 695 (CF3).

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: 7.09 (s, 1H, H1), 6.67 (d, 1H, H7, J = 9 Hz), 5.56 (dd, 1H,
H6, J=9, 5 Hz), 4.6 (d, 1H, H5, J = 5 Hz), 2.12-1.36 (m, 10H, Hecionexio)-

RMN "*C (75 MHz, CDCl;) &: 168.8 (C=0 lactona); 119.2 (q, CF3, J= 319 Hz); 119.1 (q,
CF;, J=320 Hz) 121.4 (C7); 106.7 (C6); 86.3 (C1); 52.4 (C5); 48.4 (C4); 32.5, 30.7, 24.8,
207 (Cciclohexilo)-

EM (IE*, 70 eV) m/z (%): 472 (5) M*, 339 (40) [M-133]*, 213 (15) [M-259]*, 110 (100) [M-

362]".
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3.6 ACTIVIDAD BIOLOGICA

3.6.1 Pruebas de citotoxicidad

Las lineas cancerosas utilizadas en las pruebas biolégicas son: U251, glias del sistema
nervioso central; PC-3, células de adenocarcinoma de préstata; K562, células de leucemia
mieloblastica crénica; HCT-15, células de adenocarcinoma de colon; MCF-7, células de
adenocarcinoma de glandulas mamarias; y SKLU-1, células de adenocarcinoma de
pulmén. Los estudios de citotoxicidad se llevaron a cabo en el laboratorio de pruebas
biologicas del Instituto de Quimica de la UNAM, las lineas celulares pertenecen al panel
del NCI (National Cancer Institute).

Las células fueron adaptadas al medio de cultivo RPMI-1640 adicionando un suero fetal
bovino al 10% y una mezcla de antibidticos-antimicéticos al 10% y 2 mM de glutamina.
Con excepcion de la linea celular K-562, las lineas restantes se adhieren a las botellas de
cultivo y para cosecharlas se adicion6 1 mL de tripsina-EDTA al 0.05%. Una vez que las
células se desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se les adicion6 5-10
mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina que produce la digestién de las proteinas
de adherencia. Las células en suspension se depositaron en tubos conicos y se
centrifugaron por tres minutos; ya formado el paquete celular se le adicioné medio de
cultivo para resuspender las células. De la suspensién se tomaron 0.05 mL del inoculo y
se resuspendieron en 0.45 mL de azul de triptano, colorante que permite contar las
células vivas. Posteriormente, se tom6 una alicuota de 10 L y el conteo de las células se
realizd en una camara de Neubauer con ayuda de un microscopio. El nimero de células

por mililitro de suspension se obtuvo con la siguiente ecuacion:

Donde:

C = (RC)(10™) C = nimero de células en 1 mL de suspension
RC = promedio de células obtenido de la cuenta de los 4
cuadrantes de la cadmara
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Determinando el numero de células por mililitro se realizaron los ajustes necesarios. Para
realizar los ensayos se utilizaron microplacas de plastico, cada placa se inoculé con dos
lineas celulares por triplicado y pre inoculd por 24 h a 37°C. Posteriormente, se
adicionaron 50 uM de las sustancias de prueba o farmacos de referencia. Nuevamente la

placa se incub6 por 48 h bajo las condiciones mencionadas anteriormente.

Al finalizar el periodo de incubacion de los compuestos con las células éstas se fijaron. El
tenido de las células fijadas se hizo con una solucién al 0.4% de sulforodamina B y se
incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente. El colorante se extrajo con una
disolucién 10 mM de base Tris (Sigma). Las absorbancias se determinaron en un lector de
placas a una A de 515 nm. La intensidad del color es directamente proporcional al nimero
de células vivas, por lo tanto, a mayor coloracién menor porcentaje de inhibicion del

crecimiento celular.
La citotoxicidad se calculé conforme a la siguiente ecuacion:
% de inhibicion del crecimiento = 100 — [B / A x 100]

Donde:
A = densidad 6ptica (DO) de las células sin tratar
B =DO de las células tratadas con sustancias de prueba o de referencia.

3.6.2 Actividad anti-inflamatoria

La prueba de edema en la oreja de ratdn inducido por TPA se bas6 en el método descrito
por Merlos et al.[*?!

Un grupo de 6 ratones machos NIH fue anestesiados con Sedaphorte® y se les aplicé
tépicamente en ambas caras de la oreja derecha (5 uL en cada cara), una solucién de 1-
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (2.5 ug) disuelto en etanol (10 ulL). En la oreja
izquierda recibieron Unicamente etanol (10 uL). Después de diez minutos del tratamiento
con TPA, se aplicaron dosis de 0.56 a 3.1 umol de los compuestos en estudio, 0

indometacina como referencia, en 20 uL de acetona aplicandose en ambas caras de la
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oreja derecha (10 puL en cada cara). Los animales control recibieron unicamente etanol-
diclorometano. Cuatro horas después los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical y fueron removidas biopsias (7 mm de diametro) de cada oreja.

El porcentaje de inhibicion del edema (%IlE) fue calculado, tomando en cuenta la
diferencia en masa entre las dos biopsias, con la siguiente ecuacién:
%IE = [(edema A — edema B)/edema A] x 100
Donde:
Edema A = edema inducido por TPA
Edema B = edema inducido por TPA mas muestra
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CONCLUSIONES

Se logré preparar nuevas lactonas biciclicas a partir de la pirazina y pirimidina
siguiendo el método descrito por nuestro grupo de investigacién,™ pero en nuestro
caso activando la pirazina a la doble adicién nucleofilica empleado el anhidrido

trifluorometansulfénico.

A diferencia de las lactonas obtenidas a partir de los complejos n°-
arentricarbonilcromo y de la piridina, no fue necesario agregar yodo para realizar la
lactonizacion, ya que no se observa en ninguno de los casos la formacién del
acido carboxilico correspondiente, debido a la doble activacién de la diazina.

En cuanto a la selectividad de la reaccién, se forma la mezcla de estereoisémeros

de las cis-lactonas.

Al evaluar la actividad citotéxica en las lineas celulares de cancer humano (glia
de sistema nervioso central, prostata, leucemia, colon, mama y pulmén) las
lactonas 1a y 1b no mostraron actividad significativa. Sin embargo, en las
células de leucemia mostraron ambas lactonas los porcentajes mas altos de
inhibicion (arriba del 40%). Los valores mas bajos del porcentaje de inhibicion
se encontraron en la linea celular de cancer de mama tanto para 1a como para
1b. Mientras que las lactonas 2a y 2b son las mas activas con 100% de
inhibicién del crecimiento de las células cancerosas en las seis lineas

celulares.

En cuanto a las pruebas de actividad anti-inflamatoria en el edema inducido
con TPA en la oreja de ratones machos las lactonas 1a y 1b presentaron
actividad dependiente de la concentracion. Las lactonas estudiadas en esta
prueba no mostraron actividad dado que el valor de Cls, es mas alto que el
obtenido para el compuesto usado como referencia (indometacina).
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PERSPECTIVAS

Ampliar el estudio sintetizando nuevas lactonas, diversificando los

sustituyentes de los acetales de bis(trimetilsilil)cetena y de las diazinas.

Funcionalizacién del doble enlace de los nuevos productos obtenidos,
probando reacciones de epoxidacion.

Desarrollar la versién estereoselectiva de las reacciones estudiadas

utilizando un inductor quiral apropiado.
Realizar estudios de citotoxicidad de las lactonas mas activas (2a, 2b) para
determinar la concentracion del compuesto que produce el 50% de

inhibicion en la proliferacion celular conocido como Clsy.

Estudiar la relacién estructura-actividad de nuevas lactonas en las pruebas
de actividad citotéxica y anti-inflamatoria.
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